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RESUMO

A Injaria Renal Aguda (IRA) ¢é uma das complicagdes mais associadas as infecgdes
neonatais (INN), bem como na Sepse. A mesma consiste em uma redugao subita da
funcdo renal, podendo ser fatal, sendo considerada como uma das principais causas de
morbimortalidade em neonatos prematuros. O comprometimento renal na sepse se deve
ao mecanismo de isquemia/reperfusdo renal que é descrito como a principal causa de
IRA. Além disso a reducdo do fluxo sanguineo renal e hipoperfusdo resultam em baixas
demandas de oxigénio que induzem a lesdao das células do epitélio tubular, apoptose e a
necrose tubular aguda em casos de hipoperfusdo prolongada. O diagnostico da IRA ¢
clinicamente evidenciado pelo aumento dos niveis de creatinina sérica, critério este
pouco preciso ¢ tardio, visto que seus niveis reduzem apos perda de 50% da fungdo
renal, além de refletir os niveis maternos durante as primeiras 48 horas de vida. O uso
de biomarcadores inovadores no diagnéstico precoce da IRA tem sido reportado na
literatura dentre eles a Cistatina-C (uCysC) e o NGAL (uNGAL) urinario. Destaca-se
ainda que a uCysC e o uNGAL, além de ndo serem invasivos, ndo se deixam influenciar
por massa muscular, sexo, idade e niveis maternas. O presente estudo teve como
objetivo  avaliar os  biomarcadores inovadores de dano renal uUNGAL e
uCysC, preditores em RNs prematuros com diagnoéstico de sepse ¢ INN. Trata-se de um
estudo transversal, descritivo e observacional com 64 RNs prematuros, sendo 20
prematuros com infec¢do neonatal (INN), 20 com sepse neonatal (RNsepse) e 20
controles, na Maternidade Escola Assis Chateaubriand (MEAC), Fortaleza - Ceara. O
diagnoéstico de INN e sepse foi realizado através de protocolos clinicos da MEAC. As
variaveis antropométricas, clinicas e laboratoriais dos RNs e as variaveis clinicas das
maes foram obtidas de prontudrios clinicos. As andlises de uCysC e da uNGAL foram
realizadas por metodologia de imunoensaio enzimdtico (ELISA). A significancia
estatistica com p<0,05. Um total de 47 (73,4%) do sexo masculino e na sua maioria
apropriados para idade gestacional (AIG). A avaliacdo da IRA pelo KDIGO neonatal
demonstrou um total de 11(17,2%), sendo 4(20%) com INN e 7(35%) com sepse. Os
valores médios de uCysC foram 872,29 ng/ml-Cr no grupo com INN, 3058,93 ng/ml-Cr
na sepse ¢ 152,19 ng/ml-Cr no grupo controle. Os valores médios de uNGAL foram
42,1 ng/ml-Cr no grupo com INN, 43,95 ng/ml-Cr na sepse ¢ 12,5 ng/ml-Cr no grupo
controle. Houve uma diferenca significante dos niveis de uCysC e de uNGAL entre os
grupos com INN e Sepse em relagao ao grupo controle. A uCysC apresentou associagao
com as seguintes varidveis clinicas: intercorréncias respiratorias; sindrome do
desconforto respiratério; ventilagdo mecanica e intubacdo orotraqueal. Os niveis
de uNGAL se associou com as varidveis : tempo de internagdo hospitalar >30 dias; IRA
pelo nKDIGO; ventilacdo mecanica; intubagdo; reanimag¢dao na sala de parto e com
desconforto respiratorio/ SDR. Conclui-se que a uCysC ¢ o uNGAL sdo biomarcadores
promissores no diagnostico precoce de dano renal, em RNs prematuros com INN e com
sepse.

Palavras-chave: Injuria Renal Aguda; Sepse; Biomarcadores; Cistatina-C; Lipocalina

Associada a Gelatinase Neutrofilica.



ABSTRACT

Acute Kidney Injury (AKI) is one of the most commonly associated complications with
neonatal infections (NI), as well as with sepsis. AKI consists of a sudden reduction in
renal function and can be fatal, being considered one of the main causes of morbidity
and mortality in premature neonates. Renal impairment in sepsis is due to the
mechanism of renal ischemia/reperfusion, which is described as the main cause of AKI.
Additionally, reduced renal blood flow and hypoperfusion result in low oxygen
demands that induce injury to tubular epithelial cells, apoptosis, and acute tubular
necrosis in cases of prolonged hypoperfusion. The diagnosis of AKI is clinically evident
by an increase in serum creatinine levels, a criterion that is imprecise and late, as its
levels decrease after a loss of 50% of renal function and reflect maternal levels during
the first 48 hours of life. The use of innovative biomarkers in the early diagnosis of AKI
has been reported in the literature, including urinary cystatin-C (uCysC) and neutrophil
gelatinase-associated lipocalin (UNGAL). It is noteworthy that uCysC and uNGAL, in
addition to being non-invasive, are not influenced by muscle mass, sex, age, or maternal
levels. The present study aimed to evaluate innovative biomarkers of renal damage,
uNGAL and uCysC, as predictors in premature neonates diagnosed with sepsis and NI.
This was a cross-sectional, descriptive, and observational study with 64 premature
neonates, including 20 with NI, 20 with neonatal sepsis (NS), and 20 controls, at the
Assis Chateaubriand School Maternity Hospital (MEAC), Fortaleza-Ceara. The
diagnosis of NI and sepsis was made using MEAC clinical protocols. The
anthropometric, clinical, and laboratory variables of the neonates and the clinical
variables of the mothers were obtained from medical records. The analysis of uCysC
and uNGAL was performed using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
methodology. Statistical significance was set at p<0.05. A total of 47 (73.4%) were
male and mostly appropriate for gestational age (AGA). The evaluation of AKI by
neonatal KDIGO demonstrated a total of 11 (17.2%), with 4 (20%) with NI and 7 (35%)
with sepsis. The mean values of uCysC were 872.29 ng/ml-Cr in the NI group, 3058.93
ng/ml-Cr in the sepsis group, and 152.19 ng/ml-Cr in the control group. The mean
values of uNGAL were 42.1 ng/ml-Cr in the NI group, 43.95 ng/ml-Cr in the sepsis
group, and 12.5 ng/ml-Cr in the control group. There was a significant difference in
uCysC and uNGAL levels between the NI and sepsis groups compared to the control
group. uCysC was associated with the following clinical variables: respiratory
complications, respiratory distress syndrome, mechanical ventilation, and orotracheal
intubation. uNGAL levels were associated with variables such as hospitalization time
>30 days, AKI by nKDIGO, mechanical ventilation, intubation, resuscitation in the
delivery room, and respiratory distress/SDR. It is concluded that uCysC and uNGAL
are promising biomarkers in the early diagnosis of renal damage in premature neonates
with NI and sepsis.

Keywords: Acute Kidney Injury; Sepsis; Biomarkers; Cystatin-C; Neutrophil
Gelatinase-Associated Lipocalin
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1 INTRODUCAO

1.1 Infec¢des Neonatais

A infeccdo € considerada uma das principais condi¢des responsaveis por Obitos
neonatais no Brasil, juntamente com o parto prematuro, baixo peso ao nascer,
malformagdes congénitas e asfixia perinatal (FREITAS; VIEGAS; ROMERO, 2021). A
infec¢do neonatal (INN) ¢ uma das principais causas de internacdo nas unidades de
terapia intensivas neonatais (nUTI), onde a maioria dessas contaminag¢des sdo de origem
materna, assim como a sepse (FREITAS; VIEGAS; ROMERO, 2021).

Em relacdo a epidemiologia das infec¢des neonatais o estudo de Laranjeira e
colaboradores (2018), demonstram a incidéncia dos casos de INN, destacando que 74%
apresentaram esta condi¢do, onde 64% foram predominantemente infe¢des precoces
decorrentes das caracteristicas maternas e perinatais. Ja 36% dos casos foram de
infeccdo neonatal tardia relacionadas com o periodo de internagdo hospitalar e
intervengdes médicas.

Feitosa e colaboradores (2021), retratam que entre maio e dezembro de 2019
foram registradas 57 interna¢des na nUTI onde 54,4% desta populacdo apresentaram
diagnostico para sepse neonatal. Este fato também foi observado do estado da Bahia por
(OLIVA-COSTA, (2020), onde 50,6% das internacdes estavam relacionadas com INN.
A sepse pode levar ao 6bito de recém nascidos este desfecho foi observado no estudo de
Aguiar e colaboradores (2021), realizado entre 2014 ¢ 2019 e contou com 1114 6bitos
neonatais por sepse, retratando a incidéncia da sepse neonatal 1,09 ébitos por cada 1000
nascidos vivos.

A sepse pode ser definida como uma disfungdo organica que leva ao risco de
obito em decorréncia de uma resposta desregulada do hospedeiro a uma infeccao,
podendo ser decorrente de infec¢des por diferentes microrganismos como bactérias,

virus e fungos (SINGER et al., 2016; THOMPSON; VENKATESH; FINFER, 2019).

Ao ocorrer a instalagdo pelos microrganismos na INN a sepse gera uma resposta
no hospedeiro, ativando o sistema imune inato, composto por varias células de defesa
como macrofagos, monocitos, neutrofilos e células natural killer. A resposta imune
ocorre através da ligagdo de padrdoes moleculares ligados a patdégenos (PAMPs), que
reconhecem receptores nessas células (FAIX, 2013; GYAWALI; RAMAKRISHNA;
DHAMOON, 2019).
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Na sepse os padrdoes moleculares associados a danos (DAMPs) também estdo
relacionados com essa interagdo, que podem ser material intracelular e moléculas de
células mortas ou danificadas. Os mesmos se ligam a receptores especificos presentes
em monocitos € macrofagos como: receptores foll-like (TLRs), leptina C, receptores
NOD (oligomerizagio de ligagio a nucleotideos) e receptores do tipo RIG-1 (Acido
retindico induzido). Isto resulta na ativagdo da transducdo de sinais, levando a
transcricdo de citocinas pro-inflamatérias como TNFa, IL-1 e IL-6 ( GYAWALI,
RAMAKRISHNA; DHAMOON, 2019).

As citocinas pro-inflamatorias originadas na sepse promovem o recrutamento de
leucocitos, ativagdo do complemento, adesdo endotelial, produ¢ao de quimiocinas e
fator tecidual. A exacerbacdo do sistema imune, que ocorre na sepse resulta em danos

como morte de células e tecidos do hospedeiro acometido pela sepse (FAIX, 2013).

O diagnéstico da sepse € realizado por meio das manifestagdes clinicas como a
instabilidade térmica, complicagdes respiratdrias, convulsdes, letargia, alteragdes
gastrointestinais e ictericia. Ja na abordagem laboratorial, a hemocultura ¢ o padrdo ouro
para o diagndstico da sepse, podendo ser realizado o diagndstico a partir de amostras
biologicas como liquor, realizagao de urocultura, cultura de aspirado traqueal. Exames
complementares como hemograma, VHS (Velocidade de hemossedimentacdo) e a

proteina C reativa também sdo indicados (SILVEIRA, PROCIANQY, 2012).

A sepse causa disfungdo em diversos tecidos e 0rgdos como no coragao, gerando
a cardiomiopatia séptica. O endotélio sofre alteragdes significativas, desde o
desequilibrio de sua funcdo como barreira, vasodilatagdo, elevagdo dos leucdcitos,
adesdo e formacdo de um estado pro-coagulante. Nos rins ocasiona alteracdo na
perfusao renal diminuindo-a, necrose tubular aguda e defeitos na microvasculatura e nos
tabulos, produzindo diversos graus de IRA (WENTOWSKI; MEWADA; NIELSEN,
2019).

E destacado como fatores de risco para sepse como a prematuridade, a quebra
das barreiras naturais do organismo humano como lesdes na mucosa e na pele,
realizacdo de procedimentos invasivos, cateteres venosos, ventilacdo mecanica,
medicagdes, uso prolongado de antibidticos de forma empirica, uso de nutri¢do
parenteral prolongada, malformagdes € APGAR 5° minuto menor que 7 (OLIVEIRA et
al., 2016).



13

A sepse neonatal € caracterizada por uma sindrome clinica com alteragoes
hemodinamicas e alteragdes clinicas decorrente da presenca de patdgenos destacando
bactérias, virus e fungos, em fluidos que sdo geralmente estéreis como o sangue e o
liquor (LING et al,. 2018). Sao fatores de risco para o desenvolvimento de sepse
neonatal: a infec¢ao por Streptococcus agalactiae, ruptura de membrana amnidtica por
mais de 18 horas e corioamnionite aumentam a probabilidade da instalagdo e um agente

infeccioso (BAKER; BYINGTON; POLIN, 2011; JACKSON et al,. 2012).

De acordo com Stoll e colaboradores (2011), quando manifestada a sepse
até as 72 horas de vida é considerada uma infec¢do precoce, e apds esse periodo ¢
caracterizado como tardia, pois foi adquirida apdés o nascimento, onde os agentes

infecciosos se diferem na sepse neonatal precoce da tardia.

Segundo Romaine e colaboradores (2016), sdo fatores de risco para o
desenvolvimento de sepse neonatal tardia a prematuridade, devido maior producao de
citocinas pro-inflamatorias, diminuicdo da imunidade mediada por células, menor
ativacao de células natural killer, diminuicdo da transferéncia de imunoglobulinas
maternas e niveis diminuidos de complemento. Quebras das barreiras naturais como
lesdes e laceragdes tornando-se uma porta de entrada para microrganismos, uso de
cateteres, procedimentos invasivos, utilizacdo de bloqueadores H2 e o prolongado uso
da antibioticoterapia empirica (CAMACHO-GONZALEZ; SPEARMAN; STOLL,
2013; GREENBERG et al,. 2019).

Apbs a realizacdo da hemocultura e antibiograma nos RNs com INN e sepse
deve-se estabelecer uma antibioticoterapia especifica. O tratamento na infec¢do neonatal
precoce consiste no uso de ampicilina e a gentamicina para os microrganismos Gram-
negativos especialmente a Escherichia coli. Caso a identificagdo do microrganismo nao
for possivel de ser realizada, indica-se utilizar cefepima (PROCIANOY; SILVEIRA,.
2019).

Na sepse neonatal tardia pode ocorrer em neonatos que permanecem maiores
periodos de tempo internados, assim como os nascidos pré-termo que necessitam de
internagdo prolongada, sendo os agentes etiologicos adquiridos em ambiente hospitalar.
Dentre os agentes etiologicos destacam-se as infeccdes bacterianas pelos
microrganismos como o Staphylococcus coagulase negativa e a Escherichia coli, sendo

a infecgao por fungos a menos frequente (GREENBERG et al,. 2017).
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Nas infec¢des neonatais tardias o esquema terapéutico a ser utilizado ¢ a
oxacilina e amicacina, para microrganismos adquiridos no ambiente hospitalar, podendo
ser substituido por vancomicina. Quando o agente etioldgico ndo ¢ determinado ¢
necessario mudar o esquema terapéutico para cefepima ((PROCIANOY; SILVEIRA,.
2019; ROMANELLI et al,. 2016).

1.2- Injuria Renal Aguda

A Injuria Renal Aguda (IRA) € caracterizada pela reducdo stbita da funcdo
renal, causando desde discretas alteracdes em marcadores bioquimicos convencionais
que sdo tardios, até mesmo levar a uma faléncia renal, com necessidade de suporte renal
artificial (SRA). Trata-se de uma condicao grave, de etiologia multifatorial e com
mortalidade varidvel, podendo chegar a mais de 60% em pacientes submetidos a dialise

(CLETO-YAMANE et al., 2019).

Segundo Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO), 2012, a IRA
pode ser melhor compreendida por meio do seu modelo conceitual, onde o rim em
estado normal pode sofrer aumento de risco para danos, podendo levar a diminui¢do da

Taxa de Filtracdo Glomerular (TGF), como consequente faléncia renal e morte (Figura

1.

Figura 1: Modelo conceitual de Injtria Renal Aguda.

Estagios definidos
pela cretininae - :
débito urindrio “\ — : &

Normal ~ m

Antecedentes
Estagio Intermediario
Les@o Renal Aguda
Desfechos

Marcadores como
Cistatina-C e NGAL

Fonte: Adaptado de KIDNEY DISEASE IMPROVING GLOBAL OUTCOMES, 2012.

Legenda: TGF: Taxa de Filtragao Glomerular; NGAL: Lipocalina assosciada a Gelatinase Neutrofilica.
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Devido as alteragdes nos marcadores bioquimicos convencionais de IRA
serem tardios os médicos sdo prejudicados na tomada de decisdes nas unidades de
terapia intensiva (UTIs), pois o desenvolvimento de IRA ¢é observado, quando j& ha
instaurado um comprometimento renal. Torna-se necessario o ajuste de dose de
medicacdes nefrotoxicas, reanimag¢dao volémica e instituicdo de dialise. Esses
procedimentos, caso aplicados em tempo hébil poderiam desenvolver uma resposta

positiva nos pacientes levando a uma boa evolugao (FARIAS et al., 2017).

Quando se trata de pacientes prematuros, a deteccao precoce de IRA ¢ ainda
mais importante, visto que o nascimento prematuro interrompe o desenvolvimento e
maturacao dos rins durante um periodo critico de crescimento. O terceiro trimestre da
gravidez ¢ o periodo mais ativo da nefrogénese fetal, durante o qual mais de 60% dos
néfrons sdo formados. A interrupcdo desse processo resulta em uma quantidade
reduzida de néfrons, que perdura toda a vida e tem sido associado ao desenvolvimento

de hipertensdo e doenca renal progressiva (CRUMP et al., 2019).

Além disso, as taxas de creatinina sérica em recém-nascidos prematuros
variam muito, refletindo os niveis maternos ainda nos dois primeiros dias de vida. Nos
recém-nascidos a termo, a Taxa de Filtragdo Glomerular aumenta rapidamente ¢ a
concentragdo de creatinina vai diminuindo até atingir uma estabilidade por volta de duas

semanas de vida (LI et al., 2012).

A IRA vem sendo atribuida a redu¢ao da TFG e a morte de células epiteliais
tubulares secundarias ou necrose tubular aguda. A IRA secundéria a sepse ¢ comum a
ocorréncia de hipoperfusdo e choque, onde a lesdo gerada pela isquemia leva a morte
celular. E retratado que existem multiplos mecanismos na patogénese da IRA induzida
pela sepse, no entanto pouco existe na literatura estudos sobre os mecanismos

envolvidos nesse processo (PEERAPORNRATANA et al., 2019).

Dentre os principais mecanismos citados destacam-se a disfun¢do microvascular
como lesdo endotelial, desprendimento do glicocalice e ativagdo da cascata de
coagulacdo. Na inflamacao a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Pode
ocorrer também a lesdo tubular e uma mudanga na programacao metabodlica que leva ao

desligamento do transporte i6nico tubular (Figura 2).
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Figura 2: Modelo conceitual dos alvos da Lesao Renal Aguda induzida pela sepse

2- INFLAMACAO 3- LESAO TUBULAR
* EROS (Espécies Reativas de

Oxigénio)

4- REPRIORIZACAO
ENERGETICA
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1- DISFUNCAO MICROVASCULAR
* Lesdo endotelial;
* Desprendimento do
glicocélice;
Ativacdo da cascata de
coagulagao.

Fonte: Adaptado de Peerapornratama (2019).

Legenda: 1- Disfun¢do Microvascular. 2- Inflamag&o. 3- Lesdo Tubular. 4- Repriorizacdo Energética.

Devido a sepse ocorre um processo inflamatério que € a principal forma de
defesa do organismo humano contra microrganismos patogénicos que gera uma resposta
descontrolada no organismo, leva a alteragdes renais. Durante alteragdes inflamatorias e
microvasculares ocorre liberacao de mediadores inflamatorios como PAMPS ¢ DAMPS
no sistema intravascular os quais ligam-se a seus receptores liberando substancias pro-
inflamatorias. As células tubulares renais expressam esses receptores Toll-like (TLR2 e
TLR4), que quando ativados pelos PAMPs e DAMPs geram niveis aumentados de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROS), assim aumentando o estresse oxidativo,
gerando dano mitocondrial e acumulo de mondcitos nos glomérulos e na area

peritubular (Figura 3) (Peerapornratana et al., 2019).

A TGF estd associada ao fluxo sanguineo glomerular e a pressao
intraglomerular, onde a diminui¢do das mesmas leva a diminui¢do da produ¢do de urina.
Os PAMPS e DAMPS sao liberados apds a infestagdo dos patogenos ligando-se aos
receptores Toll (TLRs), que sdo expressos na superficie das células imunes. Isto resulta
na cascata de sinais levando a producdo de citocinas inflamatoérias e producao de EROS,
estresse oxidativo e ativagcdo endotelial (Figura 3 - A). A ativagdo endotelial leva ao
rolamento e adesdo de leucocitos e plaquetas promovendo a formagdo de trombos,

aumento da permeabilidade vascular, vazamentos, edema intersticial ¢ aumentado a
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distancia de difusdo de oxigénio para as Células Epiteliais Tubulares (TECs). PAMPS e
DAMPS podem afetar as TECs levando a produgdo de EROS, estresse oxidativo e dano
mitocondrial (Figura 3 — B) (PEERAPORNRATANA et al., 2019).

Figura 3: Alteracdes inflamatdrias e microvasculares nos processos infecciosos.

oo dondll : v \ ; PAMPSDAMPs () APC
Sangue N 4 A\:,‘,‘ Ativacéo Leucocitaria Q ROS
> ) Plaqueta @® Mitocondria Saudéve!
@ Hemécia @® Mitocéndria com Injiria
TR
gépsula de Capilares -
owman Peritubulares B

el

Lumen Tubular

Fonte: Adaptado de Peerapornratana et al., 2019.

Legenda: Figura A: Filtracdo glomerular; Ligacdo dos PAMPs/DAMPs aos receptores presentes nas
células epiteliais tubulares. Figura B: Recrutamento leucocitdrio: Ativacdo, Rolamento, Adesdo,
Migragdo para o tecido (Cerne do Processo Inflamatorio). PAMPS: Padrdes Moleculares Associados a
Patogenos; DAMPs: Padroes moleculares associados a danos; TLR: Receptores do tipo Toll; APC:

Células apresentadoras de antigenos; ROS: Espécies Reativas de Oxigénio.

Durante a IRA nos RNs com sepse, ocorre um repriorizacao de energia para as
atividades metabdlicas vitais priorizando a fun¢do celular denominada de repriorizagdo
do consumo energético (Figura 4). As células epiteliais tubulares buscam poupar
energia, incluindo sintese protéica e transporte de ions. A diminuicdo do transporte

ionico leva a um menor consumo de ATP o que leva a uma maior concentracdo de

soluto tubular (PEERAPORNRATANA et al., 2019).
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Figura 4: Repriorizacido do consumo energético na Injuria Renal Aguda.

1 Transporte 16nico = | Consumo de ATP

q R ==X TN B
L <’°° °°°°° ."'.' (\_ .\ qﬁ
dOGE---1--------- p - D) N @8‘1
® |} C
§ Ky =2 o
= | > o
. o’ \
LJQ. ’ s o b,@
"@ | Nax ... == = )
go 2 <
- ' = * . = ¢ -
Je® | a >
f Concentrag#o de
* A endocitose e a diminuicéo da Soluto Tubular
expressao de transportadores de
ions e diminuicao do fransporte Sinalizacio Parkain

(TIMP-2 IGFBP77)
Fonte: Adaptado de Peerapornratana et al., 2019.

Legenda: Formagdo do soluto tubular (elevagdo) devido ao menor transporte idnico ¢ menor consumo de
ATP. NA/K ATPase: Bomba de sodio e potassio; TIMP-2 Inibidor Tecidual de Metaloproteinases 2;

IGFBP7 Proteina de Ligagdo ao fator de crescimento semelhante a insulina 7.

Na ultima década, a fim de padronizar o diagnostico da IRA, foram criadas
as classificagdes RIFLE, AKIN e KDIGO, todas tendo em comum os critérios de
determinagdo da creatinina sérica e diurese (FARIAS et al., 2017; LEVI et al., 2013;
SOUZA et al., 2014). Em um estudo de Levi e colaboradores (2013), no qual se avaliou
as classificagdes RIFLE, AKIN e KDIGO quanto a capacidade de predicdo e a
mortalidade em pacientes graves, concluiu-se que tais escores apresentaram-se como

bons preditores, ndo havendo diferenca da capacidade de predi¢cdao de obito entre eles.

Atualmente o método utilizado para avaliar a IRA ¢ KDIGO (Quadro 1), que ¢
baseado no aumento de creatinina sérica em >0,3mg/dl dentro de 48 horas, ou o
aumento da creatinina sérica em até 1,5 vezes a linha de base, que se sabe ou presume-
se que tenha ocorrido nos ultimos 7 dias, ou volume de urina de 0,5 ml/kg/h por 6 horas.

(KDIGO, 2012)
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Quadro 1: Estadiamento da Injuaria Renal Aguda segundo KDIGO.

Estagio Creatinina Sérica Fluxo urinério
1 >0,3mg/dl ou 1.5-1.9 vezes o valor basal < 0.5 ml/kg/h para 6-12 horas
2 2.0-2.9 vezes o valor basal <0.5 ml/kg/h para >12 horas
3 3.0 vezes o valor basal ou aumento da creatinina <0.3 ml/kg/h para >24 horas ou

sérica para > 4.0 mg/dl, ou inicio de terapia de Anuria para>12 horas.
substituicdo renal ou em pacientes < 18 anos,

diminua a TFG para <35ml/min por 1,73m’.

(KDIGO, 2012)
A partir de 2013 houve a implementacdo do KDIGO modificado (Quadro 2),

com a finalidade de aprimorar o diagndstico da IRA em RN. Seu estadiamento vai do
estagio 0 sem alteragdes ou aumento <0,3 de creatinina sérica, Estagio 1: > 0,3 mg/dl
em 48h ou > 1,5-1,9 vezes do valor de referéncia < que 7 dias, Estagio 2: >2-2,9 vezes
que a referéncia e Estagio 3: 3 vezes o valor de referéncia da creatinina > 2,5 mg/dl,

sendo necessario utilizagao de didlise (ALCONCHER et al., 2020).

Quadro 2: Critérios Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) modificado

para neonatos.

Estagio Creatinina Sérica Volume urinario
0 Nenhuma alteragdo ou aumento < 0,3 mg/dl > 0,5ml/kg/h
1 > 0,3mg/dl em 48h ou > 1.5-1.9 vezes o valor de < 0.5 ml/kg/h para 6-12 horas
referéncia < 7 dias
2 >2.0-2.9 vezes o valor de referéncia <0.5 ml/kg/h para >12 horas
3 3.0 vezes o valor basal ou aumento da creatinina <0.3 ml/kg/h para >24 horas ou
sérica para > 2.5 mg/dl, ou requerimento de dialise Anuria por >12 horas.

Entretanto, para fins de diagnostico de IRA, tais classificagdes ainda
mostram-se problematicas, visto serem baseados na alteracdo da creatinina sérica e da
diurese, ambos marcadores tardios de comprometimento renal. Sabe-se que a
concentragdo de creatinina pode ndo se alterar até que tenha havido perca de 25% a 50%
da fungdo renal. Somado a isso, outros fatores influenciam de forma substancial os

valores de creatinina sérica, como métodos de afericao, uso de medicamentos, massa
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corporea, € o proprio volume de distribuicao alterado em pacientes criticos como RNs

prematuros (FREIRE et al., 2010).

A prematuridade ¢ um fator critico para o desenvolvimento de IRA. Os RN
prematuros sao aqueles nascidos pré-termos, ou seja, antes do tempo normal de gestacdo
e sdo classificados de acordo com a semana gestacional de seu nascimento. A
neonatologia classifica os RNs prematuros em pré-termo aquele nascido menor que 37
semanas, pré-termo tardio com 34 semanas a 36 semanas e 6 dias. Os pré-termos
moderados sdo aqueles nascidos com 32 semanas a 33 semanas e 6 dias, os muito pré-
termos sdo 0s que nasceram com 28 semanas de gestacdo a 31 semanas e seis dias, ja os

pré-termos extremos sdo que apresentaram periodo gestacional menor que 28 semanas

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2017).

A prematuridade esta relacionada a diversos fatores etioldgicos, como falta
do acompanhamento pré-natal, utilizagdo de drogas licitas e ilicitas, doencgas
hipertensiva especifica da gestacdo e anomalias congénitas no feto, tratando-se de uma
sindrome complexa, que representa uma das principais causas de mortalidade neonatal
no Brasil. Os neonatos estdo expostos a um maior risco de sequelas, que aumenta com a
reducdo da idade gestacional. E sabido que complicagdes clinicas do recém-nascido pré-
termo, além de resultar em reinternagdes, podem ocasionar atraso no desenvolvimento
neuronal e consequentemente mais exposto a danos renais, aumentando os riscos de

mortalidade (VIANA; ANDRADE; LOPES, 2014).

1.3- Biomarcadores convencionais de Dano Renal

A creatinina é um derivado do metabolismo da creatina muscular, sendo sua
producdo diretamente proporcional a massa muscular, seus niveis sdo mais elevados no
sexo masculino que no sexo feminino, onde sua faixa de normalidade varia entre 0,6 a
1,3mg/dl. A mesma ¢ amplamente utilizada para avaliacdo da TGF na clinica médica,
sendo realizada a dosagem de creatinina sérica ou plasmatica. Seu uso ¢ baseado no
fator de que a depuragdo de creatinina tem boa relacdo com a determinagdo de TGF pela
inulina, a excre¢ao da creatinina ¢ geralmente constante durante o dia e a técnica para
sua deteccao ¢ relativamente simples e reproduzivel. Apesar da usa ampla utilizagao sua
alteragdo s6 ocorre com perca de 25 a 50% da funcao renal, além da creatinina refletir

os niveis da mae nos 2 primeiros dias de vida do RN (KRZYZANSKI et al,. 2021).
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A ureia por muito tempo foi utilizada para quantificar a funcionalidade do rim,
porém ndo apresenta adequabilidade, pois ndo € produzida constantemente durante o dia
e seus niveis sdo influéncias por dietas proteicas. Além disso pode ser alterada por
sangramento gastrointestinal e a utilizagdo de alguns medicamentos como os
corticoides, pode ocorrer sua diminuigdo em pacientes com insuficiéncia hepatica e
desnutricdo. A ureia é parcialmente reabsorvida no durante a filtragdo glomerular,

portanto ndo utilizada para estimar a TFG (DUSSE et al., 2016).

A proteintria ¢ avaliada pela detec¢ao de proteinas de baixo peso molecular
inferiores a 60kDa que sdo livremente filtradas pelo glomérulo e reabsorvidas por meio
do tabulo proximal. O aumento das quantidades de proteinas na filtragdo glomerular e a
diminui¢do da reabsor¢do tubular levam a proteinuria. E caracterizada pela perca de
proteinas como albumina, antitrombina, transferrina, pré-albumina, al-glicoproteinas
acida e ol-antitripsina. Com o aumento do dano renal proteinas de tamanho maior
também serdo perdidas na urina. E sabido que a proteintria neonatal esta relacionada a

processos infeciosos (HAMEL et al., 2017).

A albumintria e microalbumintria sdo caracterizadas pela presenca de albumina
em uma amostra de urina recente ¢ de 24 horas. A albumina ¢ a principal proteina
envolvida em danos renais. A sua elevacdo pode esta relacionada com o
desenvolvimento de Doenca Renal Cronica (DRC). Além de que algumas classificagdes

recomendam a avalia¢do renal por meio da albuminuria e TFG (KDIGO, 2013).

1.4- Biomarcadores Nao-Convencionais de IRA

Diversos biomarcadores vem sendo estudados afim de diagnosticar precocemente a
IRA e permitir intervengdes clinicas de forma a melhorar os desfechos desses RNs.
Esses biomarcadores podem ser classificados como marcadores inflamatérios como:
Lipocalina associada a gelatinase neutrofilica (NGAL), interleucina-6 (IL-6) e
interleucina-18(IL-18) . Marcadores de dano celular, como a molécula de lesdao renal-1
(KIM-1) e proteina de ligagao de acido graxo tipo L (L-FABP). Marcadores de parada
do ciclo celular destacando o inibidor de tecido de metaloproteinas-2 (TIMP-2) e
proteina 7 de ligacdo ao fator de crescimento semelhante a insulina (IGFB7). Além
destes retratados anteriormente vale salientar o uso do Syndecan-1, Nefrina e Cistatina

C (Cys-C) ( BARBOSA et al., 2022).
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1.4.1 - Cistatina C (Cys-C)

A cistatina C ¢ uma proteina que vem apresentando bom potencial de
marcador endogeno da TGF. Vem sendo estudada por ser um promissor biomarcador de
dano renal podendo substituir a creatinina. A cistatina C ¢ uma molécula que atua na
inibi¢do de proteinases de baixo peso molecular 13,3 kDa, sendo produzida por todas as
células nucleadas, além de que seus niveis plasmaticos nao sao interferidos pela massa

muscular como a creatinina (LIN et al., 2015).

A Cys-C ¢ filtrada livremente pelo glomérulo sendo reabsorvida e
metabolizada no tibulo proximal dos néfrons, ndo sendo afetada pela alimentagdo e
processos inflamatérios. E um bom marcador de fungdo glomerular, por conta de sua
meia vida curta e baixo volume de distribuicdo. Seu aumento esta relacionado
diretamente com a diminui¢dao da TGF, principalmente na faixa em que a creatinina nao
¢ detectavel precocemente logo podendo auxiliar no diagnostico de doencas renais (LIN

et al., 2015).

A Cistatina C ¢ uma proteina que na fisiologia urinaria ndo ¢ encontrada em
quantidades significativas, o aumento de sua concentragdo na urina pode se relacionar
com algum comprometimento tubular renal, sendo filtrada livremente pelo rim e foi

proposta como um biomarcador para a taxa de filtragdo glomerular em criancas e

adultos (LI et al., 2012).

No estudo de Sarafidis e colaboradores (2012), foi possivel observar que em
neonatos que apresentaram um quadro de asfixia perinatal os niveis de Cistatina C (Cys-
C) aumentaram em relagdo aos RNs que nao desenvolveram o quadro. Fato que pode
associar-se ao dano renal glomerular. Além disso também apresentaram niveis de
uCysC elevado indicando lesdo tubular aguda, mostrando que os niveis de Cys-C tanto

séricos quanto urinarios apresentam significancia clinica como preditores de IRA.

A CysC tem como vantagem ser completamente reabsorvida, sem ser
secretada, ndo apresentando influéncias de varidveis como sexo, idade, raca ¢ massa
muscular. Como desvantagem, apresenta o fato de que nao tem especificidade para
diferenciar IRA de DRC. H4 um atraso no aumento dos seus niveis, além de ser
considerada um marcador de TGF em vez de biomarcador especifico de IRA

(BARBOSA, 2021).



23

1.4.2 - Lipocalina associada a Gelatinase Neutrofilica (NGAL)

A Lipocalina associada a gelatinase neutofilica conhecida, também como
NGAL ¢ uma proteina que apresenta tamanho de 25 kD, supde-se que apresenta um
papel na morfogénese dos rins. E uma molécula produzida a partir de células do tibulo
contorcido distal devido ao aparecimento de lesdes, além de ter papel no sequestro do
ferro, que leva a protecao das células epiteliais renais tubulares da morte celular, sendo
assim postulado como marcador sensivel para IRA baseada no dano celular tubular

(Suchojad et., 2015).

O estudo de coorte prospectivo multicéntrico de Nikolas et al. (2012) relatou que
NGAL foi mais util em relagdo a outros biomarcadores, além de que apresentou
predi¢do da gravidade e duragcdo da IRA. Além disso por meio deste biomarcador foi
possivel prever o inicio de dialise ou morte durante a hospitalizagdo e sua associagdo a

desfechos hospitalares adversos.

Coca e colaboradores (2014) realizaram um estudo com pacientes com IRA
clinica, onde foi possivel observar que os tercis mais altos dos picos de NGAL urinarios

estavam associados a um risco 2 a 3,2 vezes mais de mortalidade.

Nga e colaboradores (2015), realizou uma pesquisa com 168 pacientes s€pticos,
onde 72% desenvolveram IRA. Foi possivel observar que o NGAL urindrio esteve
elevado em pacientes sépticos, € mais elevados estatisticamente naqueles com sepse e

IRA, demostrando o seu potencial uso como preditor de IRA.

Os niveis de NGAL urindrio podem facilitar a previsdao de IRA, a gravidade e a
previsdo de mortalidade (CHEN et al., 2021). NGAL apresenta alta sensibilidade e
especificidade para prever a ocorréncia de IRA em pacientes sépticos em unidades de
terapia intensiva, tornando-se superior a creatinina sérica. Portanto, apresentando valor

diagndstico nesse grupo de estudo (HU et al., 2022).

NGAL ¢ um biomarcador que ndo ¢ invasivo, ¢ sensivel para detecg¢do precoce,
realizacdo da estratificacdo do risco e seu aumento esta relacionado diretamente como a
gravidade da IRA. Porém seus niveis plasmaticos estdo relacionados com a producdo
por diversos orgdos além dos rins. E visto que pode ser influenciado pela desidratagio,
dificuldade de coleta sobretudo em neonatos, o excesso de hidratacdo e a utilizagao de

diuréticos que podem promover a redugdo dos seus niveis (BARBOSA et al., 2022).
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As infegdes neonatais incluindo a sepse sdo frequentes em unidades de terapia
intensivas neonatais, e s3o poucos os estudos relacionados a IRA nesse grupo de estudo.
Além disso as limitacOes da creatinina sérica na avalia¢ao da fun¢ao renal contribuem
para o desenvolvimento de estudos que busquem a identificagdo de novos
biomarcadores para diagnodstico precoce e estadiamento da IRA em recém-nascidos
prematuros com infeccdo neonatal e sepse. O diagndstico precoce de IRA permitird a
tomada de medidas em tempo habil, a fim de evitar maiores comprometimentos,
reduzindo o tempo de permanéncia em UTIN e a mortalidade por complicagdes da
funcdo renal. Além de que trard beneficios para o servi¢o de saude a fim de diminuir os

custos com problemas em saude.
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2 OBJETIVOS

2.1. Geral:
Avaliar os biomarcadores inovadores de dano renal (uUNGAL e uCysC) em

recém-nascidos prematuros com infec¢cao neonatal e sepse.

2.2. Especificos:

e Determinar o perfil antropométrico, clinico e laboratorial dos RNs e o perfil
clinico das maes;

e Avaliar a frequéncia de IRA pelos critérios do KDIGO neonatal na populagdo de
estudo;

e Avaliar os biomarcadores inovadores de dano renal (UNGAL e uCysC) nos
recém-nascidos prematuros com INN e sepse € comparar com o grupo controle;

e Associar os biomarcadores (UNGAL e uCysC) com as varidveis presenga ou nao

de IRA, e com o perfil clinico dos neonatos e das maes na populacdo em estudo.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Delineamento da Pesquisa
Foi realizado um estudo transversal, observacional e analitico realizado no

periodo de mar¢o de 2020 a novembro de 2022.

3.2 Local de Estudo

O estudo foi realizado com recém-nascidos prematuros da Maternidade Escola
Assis Chateaubriand (MEAC) contemplando pacientes das Unidades de Terapia
Intensiva Neonatal (nUTI) 1, 2, 3A e 3B que contém 21 leitos, Unidade intermediaria
(UCINCO) contendo 30 leitos e Alojamento Conjunto contendo 70 leitos. Este hospital
¢ vinculado a Universidade Federal do Ceara (UFC) e administrado pela Empresa
Brasileira de Servigos Hospitalares (EBSERH). Na MEAC, desenvolvem-se atividades

assistenciais de ensino, pesquisa e extensao.

As andlises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Pesquisa em
Hemoglobinopatias e Genética das Doencas Hematoldgicas (LPHGDH) e no
Laboratério de Pesquisa em Nefrologia e Doencas Tropicais (LPNDT) que esta
localizado no Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas (DACT) da UFC.

3.3 Casuistica

Foram utilizadas amostras de 64 RNs prematuros. Desse total de RNs
diagnosticados, foram 20 com infec¢ao neonatal, 20 com sepse neonatal das nUTIN 1, 2
3A e 3B, e 24 das UCINCO 1, 2 e Alojamento Conjunto recém nascidos prematuros

saudaveis para ser grupo controle.

Figura 5- Fluxograma 1 — Casuistica

CASUISTICA

64 RNs PREMATUROS

*

GRUPO CONTROLE GRUPO INN GRUPO SEPSE

24 RNs PREMATUROS 20 RNs PREMATUROS 20 RNs PREMATUROS

1) COLETA DE URINA (ANTES DO USO DE ANTIBIOTICOS)
2)COLETA DE DADOS PROTUARIOS (DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS
DO RNs E INTERCORRENCIAS GESTACIONAIS DA MAE);
3)DOSASEM DE uCr
8)DOSAGEM uCysC
5)DOSAGEM uNGAL
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3.3.1 Grupo INN/Sepse
3.3.1.1 Critérios de Inclusiao
Os critérios de inclusdo sdo recém-nascidos prematuros com diagnostico clinico

e laboratorial de sepse neonatal ou infecgdo neonatal admitidos nas UCINCO 1 , 2 e

nUTI 3A e 3B da MEAC.

3.3.1.2 Critérios de Exclusao

Neonatos nascidos a termo, malformagdo renal, dados insuficientes no
prontuario, transferidos de outros hospitais, recém-nascidos que nao forem possiveis
coletarem a urina. Além daqueles em que os pais ndo concordem em participar do

estudo.

3.3.2 Grupo Controle
3.3.2.1 Critérios de Inclusao
Foram inclusos como controle recém-nascidos prematuros sem doenga (sadios)

das UCINCO 1, 2 e Alojamento conjunto da MEAC.

3.3.2.2 Critérios de Exclusao
Foram excluidos prematuros que apresentem complicagdes que possam interferir

na fung¢do renal como sifilis, disturbios cardiacos, glomerulonefrite.

3.4 Aspectos éticos
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da MEAC, sob CAAE:
36505620700005050 e numero do parecer: 4246808. Os pais dos RNs ou responsaveis

que concordaram com sua participagao no estudo assinaram o TCLE (Apéndice A).

3.5 Métodos
3.5.1. Obtencao de dados
Foi realizada a coleta de informagdes dos RN a partir de prontuarios.

Foram selecionadas as seguintes variaveis neonatais:

Sexo

Peso de nascimento

Idade gestacional

Adequacao do peso para a idade gestacional
Investigacdo diagnostica da INN e/ou Sepse
Grau de prematuridade

Tempo de permanéncia hospitalar

e Ventilagdo mecanica
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Intubacao

Reanimagdo na sala do parto
Desconforto respiratério
Asfixia perinatal

Asfixia

Classificacao quanto ao KDIGO

Foram selecionadas as seguintes variaveis maternas:

Doenga hipertensiva gestacional/pré-eclampsia
Infecgdo do trato urinario

Tratamento da ITU

Tratamento da ITU controlada

Com CIUR

Ruptura das membranas ovulares

Tipo de parto

Mal formagao

e Tempo de internacdo

3.5.2. Critérios diagnodsticos para Infec¢io Neonatal, Sepse e Injuria Renal Aguda

O diagnéstico da infec¢do neonatal é realizado por sinais como queda do estado
geral, hipotermia, hiperglicemia, apneia, residuo alimentar, além de insuficiéncia
respiratoria, choque e sangramento. O hemograma ¢ o exame de triagem sendo o
principal exame utilizado para avaliar um quadro infeccioso, onde sua importancia se da
pelo seu valor preditivo negativo, por meio do escore de Rodweel que avalia:
Leucocitose ou leucopenia, neutrofilia ou neutropenia, elevagdo dos neutrdfilos
imaturos, neutrofilia, razao neutrofilos imaturos/segmentados maior que 0,3, alteracdes
degenerativas nos neutrofilos com vacuolizacao e granulagdes toxicas e a plaquetopenia
(BRASIL, 2018).

A sepse neonatal clinica (sem confirmacdo laboratorial), apresenta como
critérios pelo menos um dos seguintes sinais e sintomas sem causa conhecida: febre
(>37,5°C), hipotermia (< 36°C), apneia, bradicardia ou sinais de choque. Outros
critérios também podem ser avaliados como hemograma com 3 parametros alterados,
elevacdo da proteina C reativa, ndo evidéncia de infecgdo em outro sitio e instituicdo de
terapia antimicrobiana para sepse pelo médico (BRASIL, 2018).

A abordagem do recém-nascido com suspeita de IRA ¢ por meio da dosagem da
creatinina sérica e débito urindrio método baseado no KDIGO neonatal. Caso ocorra

alteragdes nesses parametros ¢ necessario solicitar sodio, potassio, calcio, fosforo, cloro,
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magnésio, ureia, creatinina, gasometria venosa, albumina e hemograma. Necessario
também realizar uma avaliacdo urinaria sendo solicitado sumario de urina, urinocultura,
sodio, creatinina e osmolaridade. Além de uma avaliagdo radioldogica como
ultrassonografia com doppler renais, raio X de térax, uretrocistografia miccional e

cintilografia (BRASIL, 2021).

3.5.3 Amostras biologicas

Foram coletadas amostras de urina recente por meio de um saco coletor infantil
unissex que foi colocado por profissionais adequados (Equipe de Enfermagem), antes
da utilizagdo de antimicrobianos. Apos o diagnostico médico, foi realizado a solicitagdao
da coleta de urina para pesquisa, em seguida a equipe do laboratério, foi acionada a
mandar o saco coletor com a etiqueta de identificacdo para as unidades solicitantes. Foi
realizada a coleta da urina dos RNs prematuros por volta de 2 mL, sendo encaminhadas
ao laboratdrio onde o pesquisador era acionado para pegar a amostra armazena-la em

eppendorft e realizar seu armazenamento no frezzer a -80°C.

3.6 Determinacio da creatinina urinaria.

Para a dosagem da creatinina urinaria foi realizada a centrifugacdo da amostra,
apo6s isso foi realizada a diluicdo 1:25 da amostra de urina com agua destilada. Foi
usado o método cinético, onde foi preparado o reagente de trabalho ( 4 partes de tampao
com 1 parte de acido picrico) e homogeneizagio. E utilizado 1,0mL de reagente de
trabalho e 0,1 de amostra. O resultado das absorbancias deve ser multiplicado por 25.
Foi utilizado o kit da Interkit®. Essa dosagem foi utilizada para ajuste dos

biomarcadores pelo valor da creatinina urindria.

3.7 Quantificacdo de uCysC e uNGAL.

Os biomarcadores foram quantificados usando kits de ensaio de
imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA) da marca R&D Systems ® (R&D Systems, Min-
neapolis, MN, USA). Os niveis uCysC (Duoset, R&D Systems) ¢ uNGAL (DY 1757-
Duoset, R&D Systems), foram quantificados por meio da técnica ELISA do tipo

sanduiche.

De forma resumida, essa técnica consiste em uma placa com 96 pocos

(UltraCruz ®ELISA Plate) que foram revestidas para capturar especificamente
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anticorpos anti-biomarcadores humanos (ou seja, adi¢ao e ligagdao do anticorpo primario
a placa), seguida por adicdo das amostras bioldgicas processadas (soro ou urina) e
ligacdo dos biomarcadores humanos; posteriormente, ocorre a adi¢do e ligacdo do
anticorpo secundario (anticorpos de detec¢do Dbiotinilados com epitopos de
biomarcadores humanos fixados por anticorpos de captura), formando o “sanduiche”

anticorpo- biomarcador — anticorpo.

Logo apds, tem-se a conjugagdo de estreptavidina-peroxidase de rabano
com biotina dos anticorpos biotinilados imobilizados previamente; e quantificacdo do
complexo imobilizado (anticorpo primario — biomarcador - anticorpo secundario —
biotina — estreptavidina — peroxidase) monitorando a atividade da peroxidase na
presenca do substrato cromogeno 3,3°,5,5°-tetra-metilbenzidina (TMB ELISA
substrate-High Sensitivity, Abcam®, Cambridge, MA). Entdo, a intensidade da cor
gerada pela enzima ¢ medida usando um espectrofotdometro a 450 nm, com filtro de 570
nm. O aumento dos valores de absorbancia ¢ diretamente proporcional a concentragao
dos biomarcadores dosados. A figura abaixo mostra resumidamente a técnica do ELISA

sanduiche.
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Figura 6 - Fluxograma 2 — Etapas quantificacdo dos biomarcadores uCysC e uNGAL
pelo método de ELISA sanduiche.

ETAPA 1

ETAPA 2

ETAPA 3

ETAPA 4

SENSIBILIZACAD DA PLACA 96
POCOS

ADICAD DOS ANTICORPOS
PRIMARIOS (100pL/POCO)

DILUICAD COM PBS

SELAGEM

INCUBACAO OVERNIGHT
(TEMPERATURA AMBIENTE)

AGITACAD 300rpm

BLOQUEID

PLACA SENSIBILIZADA

LAVAGEM [PBS-TWEEN 0,1%)
300uL/POGO (PBS-BSA 13%)

PLACA SELADA
INCUBAGAD POR 1H

LAVAGEM 3X 300pL/POCO

PREPARACAD E ADICAD DA
CURVA PADRAD DA PLACA

PADRAD PROTEINA
RECOMBINANTE DO
BIOMARCADOR HUMANO

RECONSTITUICED DO
PADRAO

CURVA PADRAO

ANALISE DOS RESULTADOS

DESCONGELAMENTOD DAS
AMOSTRAS DOS PACIENTES

VORTEX
{ENTH.IFI-.IGM;‘EO
DILUICAD E ADICAD A PLACA
SELAGEM E INCUBACAD

AGITACAD 300 rpm E LAVAGEM

ETAPA S

ETAPA 6

ETAPA 7

ETAPA 8

]
ADICAO E LIGACAO DO
ANTICORPO SECUNDARIO

DILUICAD NA CONCENTRACAO
DE TRABALHO E ADICAO A

!'OONJU LGADO A BI'CITINA!

ADICAO E LIGACAO DA
ESTREPTAIDINA-HRP)

QUANTIFICAGAO DO COMPLEXO
IMOBILIZADO

COLORACAQ IDEAL

——— L
ADICAO ESTREPTAVIDINA

LIGADA A ENZIMA PEROXIDASE

PLACA (1QIIQ|1|!P0CD]

A PLACA l{ 100uL)

____[___
MONITORAMENTO DA
ATIVIDADE PEROXIDASE NA

PRESENCA DE SUSBSTRATO

PARADA DA REACAO (ACIDO
SULFURICO) 100pL/POCO

SELAGEM

BIOTINA + ESTREPTOVIDINA

ADICAO TBM (100uL/POCO)

PRODUCAO COLORACAO
AMARELA

INCUBACAO 1H SOB AGITACAO

LEITURA ESPECTOFOTOMETRO

Fonte: Adaptado de MENEZES, 2017

3.8 Analise estatistica

SELAGEM INCUBACAD 5-30 MIN
300 rpm A 450nm-570nm.
I I I
INCUBACAQ 20 MIN S0B MUDANCA DE COLORACAO
LAVAGEM o
AGITACAOD 300rpm (AzUL)
|
LAVAGEM

As varidveis categoricas foram apresentadas como contagens e frequéncia

relativa em porcentagem. Para avaliar a associacdo entre varidveis categoricas foram

usados os testes de qui-quadrado e exato de Fisher, conforme frequéncias esperadas. As

varidveis continuas foram avaliadas primeiramente quanto a normalidade, usando teste

de normalidade de Shapiro-Wilk, bem como analisando graficos Q-Q, histogramas e

medidas de dispersdo. Variaveis consideradas normais foram apresentadas como média

+ desvio e ndo normais como mediana e amplitude interquartil.

Para variaveis continuas normais, as comparagdes entre trés grupos (Controle,

INN e Sepse) foi através do teste one-way ANOVA, e para as comparagdes multiplas
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entre os grupos em casos significativos (p<0,05) foi usado o pos-teste de Tukey. Para
variaveis continuas nao normais, foi usado o teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de
Dunn. A significancia estatistica foi considerada quando p < 0,05. Os dados foram
analisados pelo software IBM SPSS Statistics para Macintosh (Versao 23.0. Armonk,
NY: IBM Corp).
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4- RESULTADOS

Um total dentre os 64 RNs prematuros foram avaliados sendo 20(31,2%) com
diagnédstico de INN, 20(31,2%) com Sepse e 24 (37,5%) RNS prematuros sem doenca
considerados como do grupo controle. Um total de 47(73,4%) dos RNs foi do sexo
masculino e o peso médio foi de 1906 g = 766. Em relacao a classificacado PESO/IG
46(71,9%) apresentavam-se apropriados para idade gestacional e 33(51,6%) apresentou
prematuridade tardia. Via de parto mais comum nesses RNs foi o parto por via cesarea

45 (70,3%) (Tabela 1).

Em relacdo a asfixia/andxia perinatal 58 (90,6%) ndo apresentou o mesmo,
porém 37 (57,8%) apresentaram desconforto respiratério/SRD. Baseado no tempo de
internacao hospitalar 33(51,6%), apresentaram maior tempo de internacdo hospitalar >
30 dias. Dentre os RNs estudados 11 (17,2%) apresentaram Lesdo Renal Aguda pelo

KDIGO neonatal baseado na creatinina sérica (Tabela 1)

Tabela 1. Perfil antropométrico e clinico dos RNs prematuros com INN, sepse e
controle (n=64).

VARIAVEIS Grupo total (n=64)
PESO AO NASCIMENTO (g) 1906 + 766
SEXO

Feminino 17 (26,6%)

Masculino 47 (73,4%)
CLASSIFICACAO PESO/IG

AIG 46 (71,9%)

GIG 1 (1,6%)

PIG 17 (26,6%)
GRAU DE PREMATURIDADE

EXTREMA 14 (21,9%)

MODERADA 15 (23,4%)

TARDIA 33 (51,6%)

2. (3,1%)

Sem Registro 3



34

VIA DE PARTO
CES 45 (70,3%)
VAG 19 (29,7%)

ASFIXIA/ANOXIA PERINATAL
Nio 58 (90,6%)
Sim 6 (9,4%)
DESCONFORTO RESPIRATORIO/SDR

Nao 27 (42,2%)

Sim 37 (57,8%)
Internacao>30dias

Até 30 dias 31 (48,4%)

> 30 dias 33 (51,6%)
IRA pelo nKDIGO

Nao 53 (82,8%)

Sim 11 (17,2%)

Legenda: Dados categéricos expressos como contagem absoluta e porcentagens entre paréntesis.
Dados quantitativos expressos como média = desvio padrdo. AIG: Apropriado para idade
gestacional; PIG: Pequeno para idade gestacional; GIG: Grande para idade gestacional; CES:
Cesariana; VAG: Vaginal; INN: Infec¢do Neonatal; IG: Idade Gestacional; SDR: Sindrome do
Desconforto Respiratério; IRA: Injuria Renal Aguda; nKDIGO: Kidney Disease Improving Global
Outcomes neonatal

Fonte: Préprio autor

Em relacdo as intercorréncias gestacionais, foi possivel observar que 30(46,9%)
das maes apresentaram Doenca Hipertensiva Gestacional/Pré-Eclampsia/HAS. A
maioria ndo apresentou infeccdo do trato urinario, onde 25(39,1%) apresentaram ITU.
25(39,1%) das maes apresentaram a confirmagdo do tratamento para ITU, Sendo qiue
23(35,9%) apresentaram controle da ITU. Nenhumas das maes apresentou CIUR e 52

(81,2%) ndo apresentou ruptura prematura das membranas (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas das maes dos RNs prematuros com INN, sepse e
controle (n=64).

Grupo total (n=64)

MAE C/ DHEG/PRE-ECLAMPSIA/HAS

Nio 34 (53,1%)

Sim 30 (46,9%)
MAE C/ ITU

Nao 39 (60,9%)

Sim 25 (39,1%)

MAE/ITU-TRATAMENTO

Nao 0 (0%)
Sim 25 (39,1%)
Sem Registro 39 (60,9%)

MAE/ITU-TRATAMENTO C/ CONTROLE

Nao 0 (0%)
Sim 23 (35,9%)
Sem Registro 41 (64,1%)

MAE/ITU-TRATAMENTO MANUAL

Nao 1 (1,6%)

Sim 0 (0%)

Sem Registro 63 (98,4%)
MAE C/ CIUR

Nao 64 (100%)

MAE C/ RUPTURA PREMATURA DAS MEMBRANAS
Nio 52 (81,2%)
Sim 12 (18,8%)

Legenda :Dados categodricos expressos como contagem absoluta e porcentagens entre paréntesis. DHEG:
Doenga Hipertensiva Especifica da Gestagdo; ITU: Infec¢do do Trato Urinario; CIUR: Restrigdo do
crescimento intrauterino; HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica
Fonte: Préprio autor

Em relacdo do peso ao nascer foi possivel observar que houve diferenga
significante (p=0,001) entre o peso ao nascimento entre os grupos INN com sepse,

1483g + 604 ¢ 1816g + 897, respectivamente. Em relagdo ao sexo nao houve diferenca

significante entre os grupos (Tabela 1 ).
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O grau de prematuridade apresentou significancia estatistica quando relacionado
com o INN/SEPSE, (p=0,007) onde foi possivel observar que a maioria do RNs do
grupo controle apresentaram prematuridade tardia. As varidveis como classificacdo
PESO/IG (p=0,350), via de parto(p=0,785), asfixia/andxia perinatal (p=0,976) também

nao apresentaram significancia estatisticas quando comparadas aos grupos INN/SEPSE.

Em relagdo ao tempo de internacdo e os grupos INN/SEPSE foi possivel
observar que o grupo INN apresentou 12(60%) e o grupo sepse 14(70%) apresentaram
tempo de internacdo superior a 30 dias, onde obteve significancia estatistica nessa
relacdo onde p< 0,001. Além desta varidvel outras também apresentaram uma boa
significancia estatistica como ventilagdo mecanica (p=0,004), intubacao (p<0,001),

reanimacao na sala de parto (p=0,008).

O diagnostico da IRA pelo KDIGO neonatal apresentou (p=0,002) sendo
estatisticamente significativo, onde 4(20%) com INN tiveram IRA detectada pelo

KDIGO baseado na creatinina sérica e 7 (35%) com sepse tiveram a [RA.

Tabela 3. Avaliacdo da associacdo entre os grupos de neonatos com INN, Sepse e controle
com as varidveis clinicas dos recém-nascidos.

INN/SEPSE
Controle (n=24) INN (n=20) Sepse (n=20) p*

PESO AO NASCIMENTO 2334 + 537 1483 + 604 1816 + 897 O,OOIA
SEXO 0,560

Feminino 5(20,8) 7 (35) 5(25)

Masculino 19 (79,2) 13 (65) 15 (75)
GRAU DE PREMATURIDADE 0,007

EXTREMA 0(0) 8 (40) 6 (30)

MODERADA 5(20,8) 3 (15) 7 (35)

TARDIA 19 (79,2) 8 (40) 6 (30)

Sem Registro 0(0) 1(5) 1(5)
CLASSIFICACAO PESO/IG 0,350

AIG 18 (75) 12 (60) 16 (80)

GIG 1(4,2) 0 (0) 0 (0)

PIG 5(20,8) 8 (40) 4(20)



VIA DE PARTO

CES

VAG

ASFIXIA/ANOXIA PERINATAL

Nao
Sim

DESCONFORTO
RESPIRATORIO/SDR

Nao

Sim

Internaciao>30dias
Até 30 dias

> 30 dias

Ventilacio mecinica
Nao
Sim
Intubacao
Nao
Sim
Reanimacio na sala de parto

Nao

Sim

IRA pelo nKDIGO
Nao

Sim

17 (70,8)
7(29,2)

22 (91,7)
2(8,3)

15 (62,5)
9 (37,5)

19 (79,2)
5(20,8)

18 (75)

6 (25)

24 (100)
0 (0)

21 (87,5)

3(12,5)

24 (100)

0 (0)

13 (65)
7(35)

18 (90)
2(10)

7(35)
13 (65)

8 (40)
12 (60)

7(35)

13 (65)

10 (50)
10 (50)

11 (55)

9 (45)

16 (80)

4 (20)

15 (75)
5(25)

18 (90)
2(10)

5(25)
15 (75)

4(20)
16 (80)

6 (30)

14 (70)

10 (50)
10 (50)

9 (45)

11 (55)

13 (65)

7(35)

37

0,785

0,976

0,032

<0,001

0,004

<0,001

0,008

0,002

Legenda: Dados categéricos expressos como contagem absoluta e porcentagens entre paréntesis. Dados
quantitativos expressos como média + desvio padrdo. *Foi usado teste ANOVA para dados quantitativos
com pos-teste de Tukey. A: p<0,05 entre controle vs demais grupos.AlG: Apropriado para idade
gestacional; PIG: Pequeno para idade gestacional; GIG: Grande para idade gestacional; CES:

Cesariana;VAG: Vaginal;INN:

Infecgdo Neonatal

Idade Gestacional

;SDR: Sindrome do

Desconforto Respiratorio; IRA: Injuria Renal Aguda; nKDIGO: Kidney Disease Improving Global

Outcomes neonatal
Fonte: Proprio autor
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A figura 7 demostra a média em g do peso ao nascimento dos RNs, dividindo-os
em controle, INN e sepse. O grupo controle apresentou média de 2334g + 537, grupo
INN 1483g + 604 e grupo sepse 1816g + 897, apresentando p=0,001, mostrando sua
significancia estatistica (p<0,05), com isso podemos relacionar que RNs com INN tem

maior pré-disposicao a ter baixo peso ao nascer.
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Figura 7. Relacao dos grupos controle, INN e sepse com caracteristicas demograficas e

clinicas dos RNs.
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Legenda: A: Desconforto Respiratorio dos RNs nos grupos (Controle, INN e Sepse);B: Tempo
de internacdo dos RNs nos grupos (Controle, INN e Sepse); C: Ventilagdo mecéanica dos RNs
nos grupos (Controle, INN e Sepse); D: Intubagdo dos RNs nos grupos (Controle, INN e Sepse);
E: Reanimacdo em sala de parto dos RNs nos grupos (Controle, INN e Sepse). Fonte proprio
autor
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Tabela 4. Relagdo intercorréncias gestacionais entre os grupos de neonatos com INN,

Sepse e controle.

INN/SEPSE
Controle (n=24) INN (n=20) Sepse (n=20) p*
MAE C/ DHEG/PRE- 0.145
ECLAMPSIA/HAS ’

Nio 9 (37,5) 12 (60) 13 (65)

Sim 15 (62,5) 8 (40) 7(35)

MAE C/ITU 0,069

Nao 11 (45,8) 12 (60) 16 (80)

Sim 13 (54,2) 8 (40) 4 (20)
MAE/ITU-TRATAMENTO -

Nao 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Sim 13 (100) 8 (100) 4 (100)
MAE/ITU-TRATAMENTO C/ )
CONTROLE

Nao 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Sim 13 (100) 8 (100) 2 (100)
MAE/ITU-TRATAMENTO MANUAL -

Nao 0 (0) 1 (100) 0 (0)

Sim 0 (0) 0 (0) 0 (0)

MAE C/ CIUR -

Nao 24 (100) 20 (100) 20 (100)

Sim 0(0) 0 (0) 0 (0)

MAE C/ RUPTURA PREMATURA 0,415
DAS MEMBRANAS ’
Nio 18 (75) 16 (80) 18 (90)
Sim 6 (25) 4 (20) 2 (10)

Legenda: Dados categoricos expressos como contagem absoluta e porcentagens entre paréntesis. Dados quantitativos
expressos como média + desvio padrdo. *Foi usado o teste do qui-quadrado para comparagoes de dados categoricos
DHEG: Doenca Hipertensiva Especifica da Gestagdo; ITU: Infec¢do do Trato Urinario; CIUR: Restricdo do
crescimento intrauterino; HAS: Hipertensao Arterial Sistémica. Fonte: Proprio autor
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Figura 8. Avaliagdo dos Niveis de Cistatina C urinaria (uCysC) nos grupos de neonatos
com INN e Sepse em comparagdo com o grupo controle
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Legenda: AIQ: amplitude interquartil. Foi usado o teste de Mann-Whitney para comparagdes entre dois
grupos e o teste de Kruskal-Wallis e comparagdes multiplas para 3 grupos.*p<0,05 entre controle vs
demais grupos (INN e sepse).

Fonte: Proprio autor

O grupo INN apresentou niveis médios de Cys-C 872,29 ng/mg-Cr (242,5 -
3467,64), sepse 3058,93 ng/mg-Cr (376,18 - 4631,75) quando comparado ao controle
152,19 ng/mg-Cr (106,35 - 291,86), esses dados apresentaram significancia estatistica
(p<0,001). A elevacao de uCysC foi associada a utilizagdo de ventilagio mecanica onde
33 RNs tiveram niveis de 2116,67 ng/mg-Cr (200 - 4435,71) (p<0,001) e a intubacao
com os niveis de uCysC 2821,92 ng/mg-Cr (636,83 - 4874,11) (p<0,001), mostrando
sua significancia estatistica (p<0,05) e com a presenga de desconforto respiratério com
os niveis de uCysC 1655,56 ng/mg-Cr (174,47 - 4175), apresentando p=0,004

demonstrando significancia estatistica (p<0,05), (Figura 8 e Tabela 5).



Tabela 5. Relacao do Perfil Clinico dos RNs com os niveis de Cistatina C urinarios.
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Cistatina C (ng/mg-Cr)

N Mediana (AIQ) P
SEXO 0,194
Feminino 17 803,67 (242,31 - 3985,71)
Masculino 47 287,88 (118,75 - 2116,67)
INN/SEPSE <0,001*
Controle 24 152,19 (106,35 - 291,86)
INN 20 872,29 (242,5 - 3467,64)
Sepse 20 3058,93 (376,18 - 4631,75)
INTERNACAO 0,304
Até 30 dias 31 295,83 (120 - 966,67)
> 30 dias 33 700 (180 - 3985,71)
IRA pelo nKDIGO 0,073
Nio 53 295,83 (118,75 - 2116,67)
Sim 11 3296,15 (200 - 6142,86)
VENTILACAO MECANICA <0,001
Nio 31 208,33 (105,56 - 480)
Sim 33 2116,67 (200 - 4435,71)
INTUBACAO 0,001
Nio 44 259,49 (111,54 - 786,49)
Sim 20 2821,92 (636,83 - 4874,11)
REANIMACAO NA SALA DE PARTO 0,063
Nao 41 287,88 (107,69 - 966,67)
Sim 23 1458,82 (204,55 - 3985,71)
VIA DE PARTO 0,199
CES 45 287,88 (115,38 - 2183,33)
VAG 19 803,67 (174,47 - 3985,71)
ASFIXIA/ANOXIA PERINATAL 0,884

Nao 58 422,31 (134,38 - 3089,29)
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Sim 6 1234,33 (92,86 - 2554,55)

DESCONFORTO RESPIRATORIO/SDR 0,004
Nao 27 242,31 (100 - 523,08)
Sim 37 1655,56 (174,47 - 4175)

Legenda: AIQ: amplitude interquartil. Foi usado o teste de Mann-Whitney para comparagdes entre dois grupos
e o teste de Kruskal-Wallis e compara¢des multiplas para 3 grupos.*p<0,05 entre controle vs demais grupos
(INN e sepse). AIG: Apropriado para idade gestacional; PIG: Pequeno para idade gestacional; GIG: Grande
para idade gestacional, CES: Cesariana; VAG: Vaginal INN: Infeccdo Neonatal ;IG: Idade Gestacional;SDR:
Sindrome do Desconforto Respiratério; IRA: Injuria Renal Aguda ;nKDIGO: Kidney Disease Improving
Global Outcomes neonatal

Fonte: Proprio autor

Baseado na tabela 6 foi possivel observar que ndao houve relagdo entre os niveis
de uCysC com as variaveis das intercorréncias gestacionais, pois ndo apresentaram
significancia estatistica (p<0,05). A varidvel Mae com DHEG/Pré-Eclampsia
apresentou p=0,069, mae com ITU p=0,375 e mae com ruptura prematura de

membranas p=0,209.

Tabela 6. Relacao das Caracteristicas Clinicas das Maes com niveis de uCysC.

Cistatina C (ng/mg-Cr)

N Mediana (AIQ) P
MAE C/ DHEG/PRE- 0.069
ECLAMPSIA/HAS ’

Nio 34 872,29 (170 - 4160)

Sim 30 259,49 (118,75 - 872,97)

MAE C/ITU 0,375

Nio 39 629,31 (120 - 3639,13)

Sim 25 282,35 (134,38 - 2183,33)
MAE/ITU-TRATAMENTO? -

Nao 0 -

Sim 25 282,35 (134,38 - 2183,33)
MAE/ITU-TRATAMENTO C/ ]
CONTROLE

Nao 0 -

Sim 23 204,55 (118,75 - 940,91)



MAE/ITU-TRATAMENTO
MANUAL

Nao
Sim
MAE C/ CIUR
Nao
Sim

MAE C/ RUPTURA PREMATURA
DAS MEMBRANAS

Nao

Sim

64

52
12

7275 (7275 - 7275)

422,31 (127,19 - 3058,93)

465 (147,19 - 3192,72)

225,57 (84,46 - 1575)
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0,209

Legenda: AIQ: amplitude interquartil. Foi usado o teste de Mann-Whitney para comparagdes entre dois
grupos. DHEG: Doenga Hipertensiva Especifica da Gestagdo; ITU: Infeccdo do Trato Urinario; CIUR:

Restricdo do crescimento intrauterino; HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica

A média dos niveis de uNGAL no grupo controle foi de 12,5 ng/mg-Cr + 4,14,

grupo INN 42,1 ng/mg-Cr + 11,63 e grupo sepse 43,95 ng/mg-Cr + 15,85 (p<0,001),

apresentando significancia estatistica(p<0,05). Os niveis de uNGAL também se

relacionaram com o tempo de internagdo hospitalar maior que 30 dias, com média dos

niveis de uNGAL 39,64 ng/mg-Cr + 17,88 com (p>0,001) (Figura 9).

Houve também relagdo dos niveis de NGAL com outras variaveis do estudo
como o diagnéstico de IRA pelo nKDIGO, 46,91 ng/mg-Cr + 16,08, (p=0,002).
Ventilagdo mecanica com média de uNGAL de 38,06 ng/mg-Cr £+ 18,16, (p= 0,003). A

variavel intubag¢do também apresentou relagdo com a média dos niveis de NGAL com

42,6 ng/mg-Cr = 13,57 com p=0,001.

Ja a reanimagdo na sala de parto teve como niveis médios de NGAL 41,17

ng/mg-Cr = 16,26 (p<0,001). A varidvel desconforto respiratorio/ SDR também

apresentou relacdo com a média dos niveis de uUNGAL que foram 37,05 ng/mg-Cr +

19,15 com p=0,005 mostrando significancia estatistica (Tabela 7).
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Figura 9. Avaliacdo dos niveis urinarios de NGAL (ng/mg-Cr) nos grupos de neonatos com INN

e sepse em relacdo ao grupo controle.
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Legenda: AIQ: amplitude interquartil. Foi usado o teste de Mann-Whitney para comparagdes entre dois grupos ¢ o

teste de Kruskal-Wallis e compara¢des multiplas para 3 grupos.*p<0,05 entre controle vs demais grupos (INN e

sepse).

Fonte: Proprio autor

Tabela 7. Relagao do Perfil Clinico dos RNs com niveis de uNGAL.

NGAL (ng/mg-Cr)

n Média + DP P
SEXO 0,596
Feminino 17 33,65+ 17,27
Masculino 47 30,83 +£19,16
INN/SEPSE <0,001*
Controle 24 12,5+4,14
INN 20 42,1 +11,63
Sepse 20 43,95 + 15,85
Internacio>30dias <0,001
Até 30 dias 31 23+15,38
> 30 dias 33 39,64 + 17,88
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IRA pelo nKDIGO 0,002
Nio 53 28,4+ 17,56
Sim 11 46,91 + 16,08

VENTILACAO MECANICA 0,003
Nio 31 24,68 + 16,67
Sim 33 38,06 + 18,16

INTUBACAO 0,001
Nio 44 26,57 £ 18,5
Sim 20 42,6 +13,57

REANIMACAO NA SALA DE PARTO <0,001
Nio 41 26,2+ 17,77
Sim 23 41,17 + 16,26

VIA DE PARTO 0,631
CES 45 30,84 + 17,69
VAG 19 33,32 + 20,94

ASFIXIA/ANOXIA PERINATAL 0,740
Nio 58 31,33 + 18,24
Sim 6 34+ 23,46

DESCONFORTO RESPIRATORIO/SDR 0,005
Nio 27 24,07 + 15,08
Sim 37 37,05+ 19,15

Legenda: DP: desvio padrao. Foi usado o teste t de Student para comparagdes entre dois grupos e o teste one-
way ANOVA com pos-teste de Tukey para comparagdoes multiplas entre 3 grupos.*p<0,05 entre controle vs
demais grupos (INN e sepse). CES: Cesariana;VAG: Vaginal; INN: Infeccdo Neonatal; IG: Idade Gestacional;
SDR: Sindrome do Desconforto Respiratorio; IRA: Injuria Renal Aguda; nKDIGO: Kidney Disease Improving
Global Outcomes neonatal

Na tabela 8 ¢ possivel observar que nao houve relacao entre os niveis de NGAL
e as varidveis estudadas como mae com DHEG/Pré-Eclampsia/HAS com p=0,327 , mae
com ITU com p= 0,112 , mae com ruptura das membranas com p= 0,947 , onde os

mesmos ndo apresentaram significancia estatistica (p<0,05).
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Tabela 8. Relagdo das Caracteristicas Clinicas das maes do RNs com niveis de uNGAL.

NGAL (ng/mg-Cr)

N Mediana (AIQ) P
MAE C/ DHEG/PRE-ECLAMPSIA/HAS 0,327
Nio 34 33,74 £ 19,2
Sim 30 29,13 +17,85
MAE C/ITU 0,112
Nio 39 34,54 + 17,21
Sim 25 26,96 + 20,02
MAE/NTU-TRATAMENTO? -
Nio 0 -
Sim 25 26,96 + 20,02
MAE/ITU-TRATAMENTO C/ CONTROLE? -
Nio 0 -
Sim 23 26,96 + 20,65
MAE/ITU-TRATAMENTO MANUAL? -
Nio 1 45+
Sim 0 -
MAE C/ CIUR? -
Nio 64 31,58 + 18,58
Sim 0 -
MAE C/ RUPTURA PREMATURA DAS 0.947
MEMBRANAS? ’
Nio 52 31,65 + 18,08
Sim 12 31,25 £21,49

Legenda: DP: desvio padrao. Foi usado o teste t de Student para comparagdes entre dois grupos. DHEG:

Doenca Hipertensiva Especifica da Gestagdo ;ITU: Infecg¢do do Trato Urinario; CIUR: Restrigdo do
crescimento intrauterino; HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica

Fonte: Proprio autor
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5- DISCUSSAO

O dano renal ¢ uma das principais complicagdes associadas aos processos
patolégico como as infeccdes neonatais, em especial a sepse. A IRA ¢ frequente nessas
condig¢des, principalmente na sepse neonatal podendo evoluir para o 6bito (GOHIYA;
NADKARNI & MISHRA, 2022). No entanto, a deteccdo precoce de IRA se torna um
desafio nessa populagdo devido sobretudo as limitagdes inerente aos neonatos como a
interferéncia dos biomarcadores convencionais de fun¢do renal materno (GILFILLAN

& BHANDARI, 2017).

E demonstrado no presente estudo que a maioria dos RNs como sendo do sexo
masculino, resultado esse que pode ser atribuido as dificuldades nos procedimentos de
coleta de urina em RNs do sexo feminino, tais como: deslocamento o coletor,
vazamento da urina e contaminagdo da mesma com meconio devido a proximidade da
uretra com o anus. Logo o tamanho amostral reflete as dificuldades inerentes da propria

coleta e do rastreamento dos RNs prematuros antes da utilizagdo da antibioticoterapia.

Em relacdo ao peso/idade gestacional apropriado foi verificado que a maioria se
tratava de prematuros tardios e nascidos por via cesarea. Destaca-se ainda que a maior
parte dos RNs com INN e sepse ndao apresentaram asfixia porém desenvolveram
desconforto respiratorio / SRD com periodo de internacdo maior que 30 dias.
Resultados que corroboram com o perfil clinico dos RNs com sepse na literatura que
relatam que os RNs avaliados também necessitavam de intubagdo e ventilagdo mecanica
(JUNG et al, 2020; ELMAS; TABEL & ELMAS (2013). Por outro lado, Abdelaal e

colaboradores (2017), ndo observaram diferenga significa em relagao a estas variaveis.

O presente estudo demonstrou que a maior parte das maes dos RNs em estudo
apresentaram um perfil clinico normal. A ITU foi presente em um ter¢o das gestantes,
onde foi retratado num estudo multicéntrico brasileiro sobre nascimento pré-termo, que
a infec¢do materna mais frequente presente durante o parto foi a do trato urinario, o que
pode estar correlacionada com o trabalho de parto prematuro e prematuridade (PASSINI

et al., 2014).

Na avaliagdo da IRA pelo KDIGO neonatal obtivemos auséncia no grupo
controle e presenca de 20 % do grupo de RNs com INN e de 35% nos RNs com sepse,
utilizando como marcador a creatinina serica dos neonatos em dois momentos. Estudos

realizados pelo grupo de pesquisa também com RNs prematuros com sepse em outra



49

instituigdo ndo detectou nenhum caso de IRA utilizando-se o mesmo critério
(BARBOSA, 2021). Fato esse atribuido possivelmente ao marcador utilizado no caso o
debito urindrio e ndo a creatinina sérica. O nKDIGO ¢ utilizado para detec¢do da IRA
na populagdo de RNs, porém este método ¢ baseado na creatinina sérica e débito
urinario que sdo marcadores tardios, tornando necessario a utilizacdo de biomarcadores
precoces como uCysC e uNGAL além do fato da creatinina nas primeiras 48 horas
refletir os niveis da mae (BARBOSA et al, 2022). Nossos resultados estdo
concordantes com o estudo realizado por Fang e colaboradores (2018), que observou a

presenga de IRA em 15% dos RNs com sepse.

Wu e colaboradores (2020) também reportaram maiores taxas de sepse (35,2%)
em RNs que passam por procedimentos cirurgicos, onde ocorreu o desenvolvimento de
IRA em 40% do RNs avaliadas pelo nKDIGO. Mwamanenge e colaboradores (2020)
demonstraram a presencga de 31,5% de IRA em RNs sépticos, com pneumonia severa e
utiliza¢do de gentamicina, além dos processos infecciosos a utilizagdo de medicamento
nefrotoxicos também pode estimular a instalagdo de um dano renal, este fato nao ocorre
em nosso estudo devido o processo de coleta ter sido realizado antes da utilizacdo de

antimicrobianos, que poderiam alterar os niveis dos biomarcadores estudados.

Aziz e colaboradores (2022), demonstraram presenca de IRA pelo nKDIGO com
estagio 1 de 2% e estagio 2 também 2% em RNs com sepse precoce. O grupo ainda
demostrou a presenga de IRA estdgio 1 de 30% e estagio 2 também 30% em pacientes
com sepse tardia. Este fato demonstra que a avaliagdo da funcdo renal pelo nKDIGO

que ¢ baseado na creatinina urinaria, ¢ capaz de estratificar o grau de gravidade da IRA.

Ao se analisar os niveis de uCysC observou-se uma diferenga estatistica entre os
trés grupos controle, INN e Sepse. Esse resultado ¢ concordante com a presenga de IRA
pelo KDIGO neonatal. Também que o grupo com sepse apresentou niveis mais elevados
de uCysC corroborando com os dados da literatura que demonstram que o grupo com
sepse ¢ mais susceptivel ao dano renal. Este resultado corrobora com os dados da
literatura (FANG et al., 2018; LI et al., 2013). Deve-se destacar que a uCysC em relacao
a creatinina nao ¢ influenciada por processos inflamatorios desencadeados pelos
microrganismos patogénicos na INN e sepse. Ainda, o aumento nos niveis de uCysC
ocorre em até 48 horas antes do aumento dos niveis de creatinina sérica (sCr), quando
comparados na predicdo da IRA, sugerindo dano renal sem alteracdo dos biomarcadores

convencionais (RALIB et al., 2014; FANG et al., 2018). De acordo com a literatura os
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niveis elevados de uCysC estao associadas a pior prognostico em RNs com sepse. (LI et
al., 2013; FANG et al., 2018). Dentre as hipoteses atribuidas ao maior aumento da
uCysC nos RNs com sepse se deve a maior exacerbacdo do sistema imune inato, com
liberacao de citocinas pro-inflamatorias aumentado o processo inflamatério, aumento de
espécies reativas de oxigénio (EROS) que podem lesionar as células epiteliais tubulares

comprometendo a fun¢do renal.

No presente estudo houve uma correlagdo dos niveis de uCysC com a IRA nos
RNs prematuros. El-Gammacy e colaboradores (2018), demonstraram uma correlagao
positiva significativa entre os niveis de sCysC e sindrome do desconforto respiratorio
agudo (SDRA) com IRA, em RNs prematuros o que indica que sCysC poderia detectar
disfuncao renal 1 a 2 dias antes de sCr. Desta forma, a utilizagdo desses biomarcadores
apresentam um importante papel na clinica diagnodstica devido aos seus achados e
associagdes com desfechos negativos em RNs. Elmas; Tabel & Elmas (2013) também
observaram que os niveis de uCysC se correlacionam com o desenvolvimento de IRA
em RNs prematuros com INN e sepse, além da probabilidade do desenvolvimento de
SDRA. Fato este também foi evidenciado pelos nossos resultados na qual foi
demonstrado que os niveis elevados de uCysC podem estar relacionados com o
desenvolvimento de SDRA, intubagdo, ventilagio mecanica ¢ IRA. Além disso, a
literatura mostra que a sCysC parece ndo atravessar a placenta, e por isso, reflete

verdadeiramente a fungao renal de RNs no inicio da vida (VAN DONGE et al., 2019).

Outros fatores como o desenvolvimento da SDRA tem se destacado como uma
das complicacdes da sepse em RN associados com a IRA, que pode estar associada a
maior taxa de mortalidade nesses pacientes (YOU et al., 2022). O que de fato foi
apresentado em nossos resultados, em que, embora tenha tido uma baixa incidéncia de
asfixia/anoxia neonatal, houve, em grande parte, desconforto respiratério provocado

pelo SDRA, o que ocasionou em um maior periodo de internagao >30 dias.

No presente estudo foi observado uma diferenca significante dos niveis de
uNGAL nos grupos de RNs com INN e Sepse em relagao ao grupo controle, resultado
que corrobora com os da uCysC e da avaliacao da IRA pelo KDIGO neonatal. Portanto,
os dados refletem o dano renal na populagdo de neonatos prematuros com infecgao.
Resultado que corrobora com os de Suchojad e colaboradores (2015) que verificaram
aumento de uNGAL nos grupos INN e sepse, além da Proteina C reativa (PCR), sem

aumento nos niveis séricos de creatinina. Timovska e colaboradores (2020), ao medir a
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sCr, mostrou o seu aumento em 72 horas apos a internagdo de RNs associados com
sintomas clinicos confirmando que a sCr ¢ um marcador funcional tardio de IRA
(NAUNOVA-TIMOVSKA et al., 2020). Smertka e colaboradores (2014) avaliaram o
impacto da inflamag¢do na dosagem de NGAL sérica e urindria em recém-nascidos
tratados por infeccao. O grupo demonstrou uma forte correlagdo entre a concentragao de
NGAL sérico e urinario com os marcadores inflamatérios, como a proteina C reativa
(PCR) e procalcitonina em RNs com sepse. O grupo concluiu que o aumento dos
valores séricos e urinarios de NGAL nao ¢ apenas um marcador de IRA, ele reflete com
mais precisao a gravidade do estado inflamatorio. Zhang et al., (2016), em um estudo de
metanalise, também demonstraram que os niveis urindrios e séricos de NGAL
apresentavam precisdo diagnostica de IRA em pacientes com sepse. Jung e
colaboradores (2020), observou aumento significativo dos niveis de NGAL em amostras
de urina de RNs prematuros quando comparados a um grupo controle sem IRA e grupo
de Fang et al., (2020), observou a elevacao dos niveis de NGAL, enquanto os niveis de
creatinina permaneciam inalterdveis, demonstrando que ele pode ser usado para
diagnosticar IRA subclinica. Esses resultados corroboram a hipdtese de que a dosagem
do NGAL ¢ eficaz como biomarcador preditor de IRA associado a inflamacao.

Como o desenvolvimento glomerular e tubular continuam até as 34 semanas
apo6s a idade gestacional, os niveis basais de uNGAL podem ser diferentes, dependendo
do grau de maturidade do RN (ASKENAZI et al., 2011; SONG et al., 2017). Nos
nossos dados, ndo foi possivel realizar uma correlagdo entre o biomarcador uNGAL e o
grau de maturidade, no entanto, os achados de Huynh et al., 2009, mostraram valores
consistentemente mais elevados de NGAL na urina de RNs prematuros. Além disso,
Mul, Parvex e Wilhelm-Bals (2021), também apresentaram uma correlacdo entre a
prematuridade e niveis elevados de NGAL. Esses resultados demonstram que a variavel
prematuridade tem uma forte relagdo com a elevacao dos niveis desse biomarcador, pois

¢ um fator de risco para o desenvolvimento de injlria renal devido a imaturidade renal.

Além disso, Li e colaraboradores (2013), Devarajan (2014) e Fang et al., (2018),
relacionaram a NGAL como um preditor ndo invasivo, além da elevada taxa de
sensibilidade na detec¢ao precoce, podendo ser utilizado na estratificagdao do risco, onde
sua elevagdo ¢ proporcional a gravidade de IRA. Certamente, a utilizacdo desse

biomarcador pode diminuir a incidéncia de IRA e outras complicagdes clinicas, como
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SDRA, ventilacdo mecanica, intuba¢do, tempo de internagdo e reanimagao em sala de

parto.

Dentre as limitagdes apresentadas pelos biomarcadores destacam-se que a
Cistatina-C ndo tem especificidade para distinguir IRA de Doenga Renal Crdnica
(DCR), além de ser mais considerado marcador de TGF que biomarcador de IRA
primaria. O NGAL tem como limitagdo o fato de poder ser produzido por multiplos
orgaos distintos dos rins, pode ser influenciado pela desidratacdo, hidratacdo em

excesso e utilizagdo de diuréticos.

A utilizagdo de amostras de urina na populacdo de neonatos t€ém sido cada vez
mais realizadas na pratica e demonstradas em estudos clinicos, principalmente no que
diz respeito ao volume normalmente ser pequeno para a realizacdo de exames, além
disso, ndo hé riscos, danos ou dor para esses pacientes prematuros (ASKENAZI et al.,
2022). Portanto, métodos ndo invasivos e confidveis, estdo sendo realizados, por
trazerem uma taxa menor de contaminagdo, sdo mais rapidos e indolores para os RNs

que sdo pacientes tdo vulneraveis.

A uCysC ¢ uma molécula que ¢ complemente reabsorvida, sem ocorrer sua
secrecdo, além de ndo ser influenciada pelo sexo, idade ou massa muscular. J&4 uNGAL
apresenta como vantagens ser um biomarcador nao invasivo, apresentando sensibilidade
no diagndstico precoce, por meio dele € possivel realizar uma previsdo do aparecimento
de IRA, realizar a estratificacdo do risco ¢ sua elevacao estd relacionada diretamente
com o grau da injuria. Além de que ¢ demonstrado na literatura que os RNs podem

desenvolver IRA ap6s 6 a 24 horas da elevagdo de uCysC e uNGAL.

A implementagdo desses biomarcadores nos sistemas de satide garantiria uma
detec¢do em tempo habil da IRA, pois os biomarcadores convencionais ndo apresentam
o mesmo poder de predigdo que os mesmo oferecem. Por meio da precocidade destes

biomarcadores ¢ possivel que sejam elaboradas estratégias para a diminuicdo da

incidéncia de mal prognostico nos RNs acometidos por INN e Sepse.
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CONCLUSAO

Os RNs do estudo foram em sua maioria do sexo masculino, apropriados para a
idade gestacional, grau de prematuridade moderada, via de parto cesarea,
apresentaram desconforto respiratorio/SDR, periodo de internagao > 30 dias;

Os marcadores uCysC e uNGAL apresentaram seus niveis elevados nos RNs
prematuros com INN e Sepse em relagdo ao controle;

Dentre os RNs estudados 11 (17%) apresentaram IRA, onde nenhum recém-
nascido do grupo controle apresentou IRA, grupo INN obteve 4 RNs com IRA e
grupo sepse apresentou 7 RNs com IRA;

O biomarcador uCys-C esteve elevado nos grupos INN e sepse, nos RNs com o
periodo de internagdo > 30 dias, nos RNs que apresentaram IRA, com os que
utilizaram ventilacdo mecanica, realizaram intubacdo, reanimacdo em sala de
parto e desconforto respiratorio/SDR e o biomarcador uNGAL esteve elevado
nos grupos INN e sepse, nos RNs periodo de incubacao > 30 dias, nos que
apresentaram IR A, ventilacdo mecanica, intubagdo, reanimagao em sala de parto
e desconforto respiratério/SDR. Os biomarcadores uCysC e uNGAL nao

apresentaram associagdo com as variaveis maternas.
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APENDICE A - TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado por Arthur da Silva Reboucas como participante da
pesquisa intitulada “NOVOS BIOMARCADORES PREDITORES DE LESAO
RENAL AGUDA EM RECEM-NASCIDOS COM SEPSE”. Vocé nio deve
participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informacées abaixo e faca
qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa
sejam esclarecidos.

Seu filho(a) ou menor recém-nascido, sob sua tutela, esta sendo convidado(a) a participar
como voluntario(a) da pesquisa “NOVOS BIOMARCADORES PREDITORES DE LESAO
RENAL AGUDA EM RECEM NASCIDOS COM SEPSE”. Este estudo ird investigar novos
exames para a deteccdo precoce de doenga nos rins de recém nascidos com infecgdo
generalizada.

A participac@o no estudo sera através da coleta de exames de sangue e de urina. Nao sera
feita uma nova coleta de sangue, sera apenas reaproveitado o que estiver disponivel no
laboratorio do hospital. Em relagdo a urina, serd realizada a coleta por profissional habilitado
durante os exames de rotina enquanto seu filho estiver internado no hospital.

Vocé ndo tera nenhum custo nem recebera vantagem financeira. Vocé esta esclarecido(a)
em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se. A participagdo ¢
voluntaria, vocé€ tem a liberdade de ndo querer participar, e pode desistir, em qualquer momento,
mesmo apos ter iniciado a entrevista, avaliagdo e exames sem nenhum prejuizo para vocé. Seu
filho(a) ndo sera identificado(a) em nenhuma publicagdo para preservar seu anonimato. Somente
o pesquisador responsavel e sua equipe saberd que vocé esta participando desta pesquisa.
Ninguém mais sabera da sua participagao.

O(s) procedimento(s) utilizado(s) na pesquisa, apresenta um risco minimo de
constrangimento que pode decorrer dos resultados obtidos com os exames laboratoriais, que
sera reduzido pela(o) sigilo médico.

Os beneficios esperados com a pesquisa inclui a identificagdo de doenga nos rins de
forma antecipada, possibilitando o tratamento dos recém-nascidos de modo a evitar futuras
complicagdes.

Todos os dados e informagdes que vocé€ nos fornecer serdo guardados de forma sigilosa.
Garantimos a confidencialidade e a privacidade dos seus dados e das suas informagdes. Tudo
que o(a) Sr.(a) nos fornecer ou que seja conseguido por meio do prontuario sera utilizado
somente para esta pesquisa.

Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados pelo pesquisador por
um periodo de 5 anos, e apos esse tempo serdo destruidos. Este termo encontra-se impresso em
duas vias, sendo que uma copia sera arquivada pelo pesquisador, e a outra sera fornecida a voce.

Se existir alguma duvida adicional, vocé pode entrar em contato com o responsavel da
pesquisa através do telefone abaixo:
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Nome: Arthur da Silva Reboucas
Telefone para contato: (88) / 998048717 celular

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideragido ou duvida, sobre a sua participagdo na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ —
Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teofilo, fone: 3366-8346/44. (Horario:
08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel
pela avaliagdao e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo
seres humanos.

O abaixo assinado , _ anos,

RG: , declara que ¢ de livre e espontanea vontade que permite a

participagcdo nesta pesquisa do menor recém-nascido sob sua tutela. Eu declaro que li
cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds sua
leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetido, como também
sobre a pesquisa, e recebi explicagdes que responderam por completo minhas duvidas. E

declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /
Nome do pesquisador principal Data Assinatura
Nome do Responsavel legal Data
Assinatura
Nome do profissional Data Assinatura que

aplicou o TCLE



APENDICE B — FICHA DE COLETA DE DADOS PRONTUARIOS
FICHA DE COLETA DE DADOS PRONTUARIOS

ID

TIPO

PRONTUARIO

SEXO

RACA

TIPO SANGUINEO

COOMBS

ICTERICIA

DATA NASCIMENTO

HORARIO

DATA COLETA

IDADE GESTACIONAL
Na hora da coleta

CLASSIFICACAO RNT

CLASSIFICACAO AIG

APGAR 1 MIN lal0

APGAR 5MIN 1a10

VDRL

ESTATURA Cm

PT toraxico Cm

PESO

TEMPERATURA

COMORBIDADE

MALFORMACAO

ANTB DATA

QUAL?

TEMPO

MEDICAMENTO
OUTROS

DIETA

VIA DE PARTO

OBSERVACAO

HE

HB

HT

VCM

HCM

CHCM

RDW

LEUCOCITOS

PLAQUETAS

CASO HEMOGRAMA

DATA HEMOGRAMA
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TGO

TGP

PCR

B.T

BD

CREATININA

UREIA

sODIO

POTASSIO

LACTATO

PCR

EVENTOS

LRA GRAVE?

OBITO/ALTA?

USO DE SUPORTE
VENT/ DIALISE?

MAE

IDENTIDADE

OBSERVACAO

DN

TIPO SANGUINEO

PARIDADE

ANTECEDENTES

PRONTUARIO

RACA

IDADE

ETILISTA

TABAGISTA

DROGAS

COMORBIDADE

MEDICACAO

INTERCORRENCIA

ESTADO CIVIL

ESCOLARIDADE

PRE-NATAL

QTD PRENATAL

VDRL

HIV

CMV




66

TOXO

RUBEOLA

HEP C

ITU

BAIRRO

MUNICIPIO

ESTADO

OCUPAGAO




